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(57) Abstract 

The present invention relates to 3-{4-amino~5^thylpyrimidine-2-yl)-l^ of formula 

(I), to a method for the production thereof and to its utilization as medicament, especially as medicament in the treatment of cardiovascular 
diseases. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft 3-(4-Aminc-5^mylpyrimidin-2-yl>-H2-fluorbenzyl)-IH-pyrazolo[3,4-b]pyridin der Formel 
(I), ein Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung als Arzneimittel, insbesondere als Arzneimittel zur Behandlung von 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 
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3^4-Ammo-5-ethylpyrimidin-2-ylH^ 



Die vorliegende Erfindung betrifft das 3-(4-Amino-5^thylpyrimidin-2-yl)- 1 -(2- 
5 fluorbenzyl}- 1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin der Formel (I), 




(I) 



10 



ein Verfahren zu seiner Herstellung und ihre Verwendung als Arzneimittel, 
insbesondere als Arzneimittel zur Behandlung von Herz-Kreislanf-Erkrankungen. 



Die Verbindung kann hergestellt werden, indem man das Amidin der Formel (II) 




(II) 
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mit dem Enamin der Formel (III) 




umsetzt. 

Die Reaktion erfolgt in einem Temperaturbereich von 80°C bis 120°C, vorzugsweise 
bei 100°C 

Als Losemittel kann das Enamin der Formel (III) fungieren. Man kann aber auch in 
ublichen Losemitteln wie Toluol, Dioxan und in Alkoholen arbeiten. 

Die Umsetzung kann bei normalen, erhohtem oder bei erniedrigtem Druck durchge- 
fuhrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar). Im allgemeinen arbeitet man bei Normaldruck. 

Die Verbindung der Formel (II) ist neu und daher ein weiterer Gegenstand der 
Erfindung. Sie kann hergestellt werden, indem man die Verbindung der Formel (IV) 




H 2 N 



zunachst in Ethern mit Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA) und in Anwesenheit von 
Basen zu der Verbindung der Formel (V) 




PCT/EP99/05071 



umsetzt, 

5 anschlieBend mit Natriummethanolat die Verbindung der Formel (VI) 




herstellt, in einem nachsten Schritt durch Umsetzung mit NH 4 C1 und Eisessig in 
1 0 Alkoholen in das entsprechende Amidin HCl-Saiz der Formel (VII) 




H 2 N x HCI 



15 



uberfuhrt und in einem letzten Schritt mit Basen, vorzugsweise Natriumcarbonat 
versetzt. 
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Als Losemittel fur Umsetzung der Verbindung der Formel (IV) -> (V) eignen sich 
Ether, wie Diethylether, Dioxan oder Tetrahydrofiiran und Dimethylformamid; 
bevorzugt ist Tetrahydrofiiran. 

Als Basen fur diese Umsetzung konnen organische Amine (Trialkyl(C r C 6 )-amine) wie 
Triethylamin, oder Heterocyclen wie l,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO), 1,8- 
Diazabicyclo[5 A0]undec-7-en (DBU), Pyridin, Diaminopyridin, Methylpiperidin oder 
Morpholin eingesetzt werden. Bevorzugt ist Pyridin. 

Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von 0°C bis 40°C, vorzugsweise 
bei Raumtemperatur. 

Die Umsetzung kann bei normalen, erhohtem oder bei erniedrigtem Druck durchge- 
fiihrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar). Im allgemeinen arbeitet man bei Normaldruck. 

Das Amid (IV) kann beispielsweise durch Verseifung eines entsprechenden Esters als 
Ausgangsverbindung mit einer Base zur Saure, deren Uberfuhrung in das 
Saurechlorid nach ublichen Methoden z.B. mittels SOCl 2 oder POCl 3 und 
anschlieBender Umsetzung mit Ammoniak erfolgen. 

Die Eliminierung von Wasser aus dem Amid (IV) zum Nitril (V) kann mit alien 
ublichen wasserentziehenden Mitteln durchgefuhrt werden. ErfindungsgemaB 
bevorzugt ist Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA). 

Die Uberfuhrung des Nitrils (V) in den Iminoether (VI) kann sowohl im Sauren, wie 
z.B. mit HCl/Alkohol-Gemischen, als auch im Basischen wie z.B. mit Methanol/ 
Natriummethanolat erfolgen. Sie erfolgt ublicherweise bei 0°C bis 40°C, 
beispielsweise bei Raumtemperatur. 

Als Losemittel fur die Umsetzung der Verbindung der Formel (V) -> (VI) eignen sich 
Alkohole wie Methanol oder Ethanol. Bevorzugt ist Methanol. 
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Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von 0°C bis 100°C, vorzugs- 
weise bei Raumtemperatur. 

Die Umsetzung kann bei normalen, erhohtem oder bei emiedrigtem Druck durchge- 
fiihrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar). Im allgemeinen arbeitet man bei Normaldruck. 

Als Losemittel fur Umsetzung der Verbindung der Formel (VI) -> (VII) eignen sich 
Alkohole wie Methanol oder Ethanol. Bevorzugt ist Methanol. 

Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von 0°C bis 100°C, vor- 
zugsweise bei 65 °C. 

Die Umsetzung kann bei normalen, erhohtem oder bei emiedrigtem Druck durchge- 
fuhrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar). Im allgemeinen arbeitet man bei Normaldruck. 

Als Basen fur die Umsetzung der Verbindung der Formel (VII) -> (II) eignen sich anor- 
ganische oder organische Basen. Hierzu gehoren beispielsweise Alkalihydroxide wie 
Natriumhydroxid oder Kaliumhydroxid, Erdalkalihydroxide wie Bariumhydroxid, 
Alkalicarbonate wie Natriumcarbonat oder Kaliumcarbonat, Erdalkalicarbonate wie 
Calciumcarbonat. Bevorzugt ist Natriumcarbonat. 

Die Darstellung des Pyrimidins erfolgt nach iiblichen Methoden (vgl. beispielsweise 
M.G. Hoffmann et al. in: Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, 4.Aufl. 5 
Band E9b, Teil 1, S. 1-249; A. Weissenberger et al., The Chemistry of heterocyclic 
compounds - Pyrimidines, 1962, 16; ibid 1970, 16, Suppl. 1, ibid 1985, 16, Suppl. 2; 
ibid 1994, 52). 

Hierbei kann man sowohl vom Iminoether (VI) ausgehen und diesen z.B. mit einem 
geeigneten Enamin wie (III) umsetzen. Man kann aber auch den Iminoether (VI) 
zunachst mittels Ammoniak oder dessen Salzen in ein Amidin uberfuhren und dieses 
entweder als freie Base (II) oder als Salz (VII), gegebenenfalls in Anwesenheit einer 
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Base mit Enaminen wie (III), Acetalen, Enolethern, Aldehyden oder Enolaten 
umsetzen. 

Die Enamine wie (III) konnen z.B. aus C-H-aciden Verbindungen wie 
5 Acetonitrilderivaten nach bekannten Methoden durch Umsetzung mit 
Dimethylformamid-Derivaten wie z.B. Bis(dimethylamino)-tert-butoxymethan, 
Dialkoxy-dialkylatnino-methanen hergestellt werden. 

Die Verbindung der Fonnel (IV) kann hergestellt werden, indem man die Verbindung 
10 derFormel(Vni) 




(VIII) 



ONa 



mit der Verbindung der Formel (IX) 

15 




in Ethern, vorzugsweise Dioxan und Trifluoressigsaure in die Verbindung der Formel 

(X) 

20 




(X) 



C0 2 C 2 H 5 

uberfuhrt, 
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anschliefiend durch Umsetzung mit der Verbindung (XI) 



(CH 3 ) 2 N— CH=CH-CHO 



(XI) 



in inerten Losemitteln, vorzugsweise Dioxan, die Verbindung der Formel (XII) 



herstellt und in einem letzten Schritt mit Ammoniak gegebenenfalls in Methanol 
versetzt. 

Anstelle des Natriumsalzes des Enolates (VIII) konnen auch Enolether, Ketone oder 
Enamine eingesetzt werden. 

Gegebenenfalls kann die Umsetzung der Verbindung der Formel (VIII) + (IX) -> (X) 
auch tiber Zwischenverbindungen der Formeln (A) und (B), 





A 



B 



bei Raumtemperatur erfolgen. 
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Die Verbindung der Formel (III) kann hergestellt werden, indem man die Verbindung 
der Formel (XIII) 



bei Temperaturen von 80 bis 120°C umsetzt. 

Die Verbindungen der Formeln (XIII) und (XIV) sind bekannt und nach iiblichen 
Methoden herstellbar. 

Die Verbindungen der Formeln (V), (VI), (VII), (VIII), (IX), (X), (XI) und (XII) sind 
neu und konnen wie oben beschrieben hergestellt werden. 

Die erfmdungsgemaBe Verbindung der Formel (I) zeigt ein nicht vorhersehbares, wert- 
volles pharmakologisches Wirkspektrum. 

Die erfmdungsgemaBe Verbindung der Formel (I) fiihrt zu einer GefaBrelaxation, 
Thrombozytenaggregationshemmung und zu einer Blutdrucksenkung sowie zu einer 
Steigerung des koronaren Blutflusses. Diese Wirkungen sind uber eine direkte 
Stimulation der loslichen Guanylatzyklase und einem intrazellularen cGMP-Anstieg 
vermittelt. AuBerdem verstarkt die erfmdungsgemaBe Verbindung die Wirkung von 
Substanzen, die den cGMP-Spiegel steigern, wie beispielsweise EDRF (Endothelium 



(CH 3 ) 2 N)— CH-O 



(XIII) 



mit der Verbindung der Formel (XIV) 



H 5 C 2 -CH 2 -CN 



(XIV) 
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derived relaxing factor), NO-Donatoren, Protoporphyrin EX, Arachidonsaure oder 
Phenylhydrazinderivate. 

Sie kann daher in Arzneimitteln zur Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen 
5 wie beispielsweise zur Behandlung des Bluthochdrucks und der Herzinsuffizienz, 
stabiler und instabiler Angina pectoris, peripheren und kardialen GefaBerkrankungen, 
von Arrhythmien, zur Behandlung von thromboembolischen Erkrankungen und 
Ischamien wie Myokardinfarkt, Hirnschlag, transistorisch und ischamische Attacken, 
periphere Durchblutungsstorungen, Verhinderung von Restenosen wie nach 
10 Thrombolysetherapien, percutan transluminalen Angioplastien (PTA), percutan 
transluminalen Koronarangioplastien (PTCA), Bypass sowie zur Behandlung von 
Arteriosklerose und Krankheiten des Urogenitalsystems wie beispielsweise 
Prostatahypertrophie, erektile Dysfunktion, weibliche sexuelle Dysfunktion und 
Inkontinenz eingesetzt werden. 

15 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebene Verbindung der Formel (I) stellt auch 
einen WirkstofF zur Bekampfung von Krankheiten im Zentralnervensystem dar, die 
durch Storungen des NO/cGMP-Systems gekennzeichnet sind. Insbesondere ist sie ge- 
eignet zur Beseitigung kognitiver Defizite, zur Verbesserung von Lern- und Gedacht- 
20 nisleistungen und zur Behandlung der Alzheimer'schen Krankheit. Sie eignet sich auch 
zur Behandlung von Erkrankungen des Zentralnervensystems wie Angst-, Spannungs- 
und Depressionszustanden, zentralnervos bedingten Sexualdysfunktionen und 
Schlafstorungen, sowie zur Regulierung krankhafter Storungen der Nahrungs-, GenuB- 
und Suchtmittelaufhahme. 

25 

Weiterhin eignen sich der WirkstofF auch zur Regulation der cerebralen Durchblutung 
und stellen somit ein wirkungsvolles Mittel zur Bekampfung von Migrane dar. 

Auch eignet er sich zur Prophylaxe und Bekampfung der Folgen cerebraler Infarkt- 
30 geschehen (Apoplexia cerebri) wie Schlaganfall, cerebraler Ischamien und des Schadel- 
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Hirn-Traumas. Ebenso kann die erfindungsgemaBe Verbindung der Formel (I) zur 
Bekampfung von Schmerzzustanden eingesetzt werdea 

Zudem besitzt die erfindungsgemaBe Verbindung der Formel (I) antiinflammatorische 
Wirkung und kann daher als entziindungshemmendes Mittel eingesetzt werden. 

Dariiber hinaus umfaBt die Erfindung die Kombination der erfindungsgemaflen Verbin- 
dung mit organischen Nitraten und NO-Donatoren. 

Organische Nitrate und NO-Donatoren im Rahmen der Erfindung sind im allgemeinen 
Substanzen, die iiber die Freisetzung von NO bzw. NO-Species ihre therapeutische 
Wirkung entfalten. Bevorzugt sind Natriumnitroprussid, Nitroglycerin, Isosorbid- 
dinitrat, Isosorbidmononitrat, Molsidomin und SIN-1. 

AuBerdem umfaBt die Erfindung die. Kombination mit Verbindungen, die den Abbau 
von cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) inhibieren. Dies sind insbesondere 
Inhibitoren der Phosphodiesterasen 1, 2 und 5; Nomenklatur nach Beavo und Reif- 
snyder (1990) TiPS U S. 150 bis 155. Durch diese Inhibitoren wird die Wirkung der 
erfindungsgemaBen Verbindung potenziert und der gewunschte pharmakologische 
Effekt gesteigeit 

Zur Feststellung der kardiovaskulSren Wirkungen wurden folgende Untersuchungen 
durchgefuhrt: In in vitro-Untersuchungen an Zellen vaskularen Ursprungs wurde der 
EinfluB auf die Guanylatzyklase-abhangige cGMP-Bildung mit und ohne NO-Donor 
gepriift. Die antiaggregatorischen Eigenschaften wurden an mit Kollagen stimulierten 
menschlichen Thrombozyten gezeigt. Die gefaBrelaxierende Wirkung wurde an mit 
Phenylephrin vorkontrahierten Kaninchenaortenringen bestimmt. Die blutdruck- 
senkenden Wirkungen wurden an narkotisierten und wachen Ratten untersucht. 
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Stimulation dcr loslichen Guanylatzyklase in primaren Kndothclzcllen 

Primare Endothelzellen wurden aus Schweineaorten durch Behandlung mit 
Kollagenase-Lsg. isoliert AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedium bei 37°C / 
5 5% C0 2 bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Fur die Untersuchungen wurden 
die Zellen passagiert, in 24-Loch Zellkulturplatten ausgesat und bis zum Erreichen der 
Konfluenz subkultiviert (~ 2 x 10 5 Zellen / Vertiefiing). Zur Stimulation der 
endothelialen Guanylatzyklase wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen 
einmal mit Ringerlosung gewaschen. Nach Entfernen der Ringerlosung wurden die 

10 Zellen in Stimulationspuffer mit oder ohne NO-Donor (Natrium-Nitroprussid, SNP 
oder DEA/NO 1 \iM) 10 Minuten bei 37°C / 5% C0 2 inkubiert Im Anschlufi daran 
wurden die Testsubstanzen (Endkonzentration 1 \xM) zu den Zellen pipettiert und 
weitere 10 Minuten inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Pufferlosung 
abgesaugt und 4°C kalter Stoppuffer zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden dann 

15 16 Stunden lang bei -20°C lysiert. AnschlieBend wurden die das intrazellulare cGMP 
enthaltenden Uberstande abgenommen und die cGMP-Konzentrationen durch das 
cGMP-SPA-System (Amersham Buchler, Braunschweig) bestimmt. Die Ergebnisse 
sind nachstehend in Tabelle 1 aufgeflihrt. 



20 



Tabelle 1 



Bsp.-Nr. 


cGMP-Steigerung (%) 


1 


>1000 



GefaDrelaxierende Wirkung in vitro 

25 

Kaninchen werden durch Nackenschlag betaubt und entblutet. Die Aorta wird 
entnommen, von anhaftendem Gewebe befreit, in 1,5 mm breite Ringe geteilt und 
einzeln unter einer Vorspannung in 5 ml-Organbader mit 37°C warmer, carbogen- 
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begaster Krebs-Henseleit-Losung folgender Zusammensetzung (mM) gebracht: NaCl: 
119; KC1: 4,8; CaCl 2 x 2 H 2 0: 1; MgS0 4 x 7 H 2 0; 1,4; KH 2 P0 4 : 1,2; NaHC0 3 :25; 
Glucose: 10. Die Kontraktionskraft wird mit Statham UC2-Zellen erfafit, verstarkt und 
iiber A/D-Wandler (DAS-1802 HC, Keithley Instruments Miinchen) digitalisiert sowie 
5 parallel auf Linienschreiber registriert Zur Erzeugung einer Kontraktion wird 
Phenylephrin dem Bad kumulativ in ansteigender Konzentration zugesetzt. Nach 
mehreren Kontrollzyklen wird die zu untersuchende Substanz in jedem weiteren 
Durchgang in jeweils steigender Dosierung untersucht und die Hohe der Kontraktion 
mit der Hohe der im letzten Vordurchgang erreichten Kontraktion verglichen. Daraus 
10 wird die Konzentration errechnet, die erforderlich ist, urn die Hohe des Kontrollwertes 
urn 50% zu reduzieren (IC^). Das Standardapplikationsvolumen betragt 5 jil, der 
DMSO-Anteil in der Badlosung entspricht 0,1 %. Die Ergebnisse sind nachstehend in 
Tabelle 2 gezeigt. 

15 Tabelle 2 



Bsp.-Nr. 


Isolierte Aorta: IC S0 (nM) 


1 


280 



Blutdruckmessungen an narkotisierten Ratten 

Mannliche Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht von 300 - 350 g werden mit Thio- 
pental (100 mg/kg i.p.) anasthesiert. Nach Tracheotomie wird in die Femoralarterie ein 
Katheter zur Blutdruckmessung eingefiihrt. Die zu priifenden Substanzen werden in 
Transcutol, Cremophor EL, H 2 0 (10%/20%/70%) in einem Volumen von 1 ml/kg oral 
verabreicht. Die Ergebnisse sind nachstehend in Tabelle 3 gezeigt. 
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Tabelle 3 



Bsp.-Nr. 


Dosis 


Max. Blutdrucksenkung 


Zeit 




(mg/kg/p.o.) 


(mmHg) 


(min) 


1 


1 


11 


40 


1 


3 


24 


40 



Wirkung auf den mittleren Blutdruck von wachen, spontan hypertensiven 
5 Ratten 

Kontinuierliche Blutdruckmessungen uber 24 Stunden wurden an spontan 
hypertonen 200-250g schweren sich frei bewegenden weiblichen Ratten 
(MOL:SPRD) durchgefiihrt. Dazu waren den Tieren chronisch Druckaufnehmer 
10 (Data Sciences Inc., St. Paul, MN, USA) in die absteigende Bauchaorta unterhalb der 
Nierenarterie implantiert und der damit verbundene Sender in der BauchhGhle fixiert 
worden. 

Die Tiere wurden einzeln in Type III Kafigen, die auf den individuellen Empfanger- 
1 5 stationen positioniert waren, gehalten und waren an einem 12-Stunden Hell / Dunkel- 
Rhythmus angepaBt. Wasser und Futter standen frei zur Verfugung. 

Zur Datenerfassung wurde der Blutdruck jeder Ratte alle 5 Minuten fur 10 Sekunden 
registriert. Die Mefipunkte wurden jeweils fur eine Periode von 15 Minuten zusam- 
20 mengefaBt und der Mittelwert aus diesen Werten berechnet. 

Die Priifverbindungen wurden in einer Mischung aus Transcutol (10%), Cremophor 
(20%), H 2 0 (70%) gelost und mittels Schlundsonde in einem Volumen von 2 ml/kg 
Korpergewicht oral verabreicht. Die Priifdosen lagen zwischen 0,3 -30 mg/kg Kor- 
25 pergewicht. 
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Thrombozytenaggregationshemmung in vitro 

Zur Bestimmung der Thrombozytenaggregation wurde Blut von gesunden 
Probanden beiderlei Geschlechts verwendet. Als Antikoagulans wurde einem Teil 
3,8%iger Natriumzitratlosung 9 Teile Blut zugemischt. Das Blut wurde mit 900 
U/min fur 20min zentrifugiert. Der pH Wert des gewonnenen plattchenreichen 
Plasmas wurde mit ACD-Ldsung (Natriumcitrat/ Citronensaure/ Glucose) auf pH 
6,5 eingestellt. Die Thrombozyten wurden anschlieBend abzentrifugiert und in 
Puffer aufgenommen und wiederum abzentrifugiert. Der Thrombozytenniederschlag 
wurde in Puffer aufgenommen und zusatzlich mit 2 mmol/1 CaCl 2 versetzt. 

Ftir die Aggregationsmessungen wurden Aliquots der Thrombozytensuspension mit 
der Prufsubstanz 10 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Aggregation 
durch Zugabe von Kollagen in einem Aggregometer ausgelost und mittels der turbi- 
dometrischen Methode nach Bom (Born, G.V.R., J.Physiol. (London), 168, 178-195, 
1963) bei 37°C bestimmt. Die Ergebnisse sind nachstehend in Tabelle 4 gezeigt. 

Tabelle 4 



Bsp.-Nr. 


IC 50 (nM) 


1 


6 



Messung der ercktionsfdrdernden Wirksamkeit von Guanylatcyclase-Stimula- 
toren 

Ftir das Zustandekommen einer vollstandigen und anhaltenden Erektion miissen die 
cavernosen Arterien und die gesamte Schwellkorperarchitektur, die aus einem 
Netzwerk von glatten Muskelzellen und kollagenem Bindegewebe gebildet wird, 
maximal dilatieren, damit sich der Corpus cavernosum vollstandig mit Blut fullen 
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kann (Anderson K.-E. and Wagner G./Thysiology of Penile Erection.". 
Physiological Reviews 75, 191-236 (1995); Meinhardt W. Kropmann RF, Vermeig 
P, Lycclama a Nigelholt and Zwartendijk J. „The influence of Medication on Erectile 
dysfunction." Int. J. of Impotence Res. 9, 17-26 (1997). Die Relaxation der glatten 
5 Muskulatur wird durch NO vermittelt, das bei sexueller Stimulation von nicht 
adreneregen, nicht cholinergen Nervenfasern und in den Endothelzellen der 
BlutgefaBe des Corpus cavernosum freigesetzt wird. NO aktiviert die 
Guanylatcyclase, der daraus resultierende Anstieg des cGMP fuhrt zur Dilatation der 
glatten Muskulatur des Corpus cavernosum und damit zu einer Erektion. Zur Prufung 

10 der Wirksamkeit der erfindungsgemallen Substanz wurden wache Kaninchen 
eingesetzt. Die Spezies Kaninchen wurde gewahlt, da die Neurophysiologie, die 
Haemodynamik und die Steuerung der Kontraktion und der Relaxation der glatten 
Mukulatur des Schwellkorpers bei Kanichen und Mensch recht ahnlich sind (Meyer 
MF, Taher H. Krah H. Staubesand J., Becker AJ, Kircher M, Mayer B., Jonas U. 5 

15 Forsmann WG., Stief Ch.G. Jntracarvenous Application of SIN-1 in Rabbit and 
Man: Functional and Toxcological Results." Annals Urol 27, 179-182 (1993); Taub 
HC 5 Lerner,SE, Melman A, Christ GJ Relationship between contraction and 
relaxation in human and rabbit corpus cavernosum." Urology 42, 698-671, (1993). 

20 Methode: 

Adulte, mannliche Chinchilla-Kaninchen mit einem Gewicht von 3 -5 kg werden 
nach Lieferung mehrere Tage in Einzelhaltung adaptiert. Sie haben freien Zugang zu 
Wasser und konnen zwei Stunden pro Tag Futter zu sich nehmen. Die Tiere werden 
in einem 10/14 Stunden Tag-Nacht Rhythmus gehalten ( Licht an, ab 8.00 Uhr), die 
25 Raumtemperatur betragt 22 -24 °C. 

Die Tiere werden direkt vor Versuchsbeginn gewogen. Fur die intravenose 
Administration wurden die erfmdungsgemafien Substanzen in einem Gemisch von 
Transcutol (GATTEFOSSE GmbH) verdunnt mit 20% Cremophor (BASF) und 
30 Wasser im Verhaltniss von 3/7 gelost. Natriumnitroprussid wurde in 0,9% NaCl 
gelost. Die Substanz wurde in einem Volumen von 0,5 ml /kg in die Ohrvene 
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injiziert. Fur die orale Gabe wurde die Testsubstanz in einer Mischung aus Glycerin: 
Wasser: Polyethylenglykol 6:10:9,69 gelost und in einem Volumen von 1 ml/kg mit 
der Schlundsonde appliziert. 

DieWirkung von Guanylatcyclasestimulatoren wird durch NO-Donatoren verstarkt. 
Dies wurde mit der zusatzlichen Gabe von Natriumnitroprussid demonstriert. 

Das Natriumnitroprussid wurde in einer Dosierung von 0,2 mg/kg gleichzeitig mit 
der erfmdungsgemaUen Substanz in die Ohrvene injeziert. Wurde die erfmdungs- 
gemafie Substanz oral gegeben so wurde diesen Tieren das Natriumnitroprussid 30 
min. nach der oralen Gabe in die Ohrvene injiziert. Entsprechende Kontrollen mit 
dem Losungsmittel und mit Natriumnitroprussid alleine wurden durchgefiihrt. 

Unter Ruhebedingungen ist der Kaninchenpenis in der Schamregion nicht sichtbar 
und von der Penishaut vollstandig bedeckt. Die Erektion wird gewertet, in dem man 
die Lange des hervortretenden Penis mit einer Schiebelehre misst. Die Messung wird 
5, 10, 15, 30, 45, 60min. 120 und 180 min. nach Verabreichung der Substanz 
durchgefurt. Die Wirkung wird als Produkt der Lange des nicht von Fell bedeckten 
Penis in [mm]und der Zeit die die Erektion anhalt in [min.] berechnet. 

Die intravenose Injektion von Natriumnitroprussid bewirkt eine ca 10 min. 
anhaltende Erektion (110 [mm x min.]). 

Zur vorliegenden Erfindung gehoren pharmazeutische Zubereitungen, die neben nicht- 
toxischen, inerten pharmazeutisch geeigneten Tragerstoffen die erfindungsgemafie 
Verbindung der Formel (I) enthalt sowie Verfahren zur Herstellung dieser 
Zubereitungen. 

Der Wirkstoff kann gegebenenfalls in einem oder mehreren der oben angegebenen 
Tragerstoffe auch in mikroverkapselter Form vorliegen. 
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Die therapeutisch wirksame Verbindung soil in den oben aufgefiihrten 
pharmazeutischen Zubereitungen in einer Konzentration von etwa 0,1 bis 99,5, 
vorzugsweise von etwa 0,5 bis 95 Gew.-%, der Gesamtmischung vorhanden sein. 

5 Die oben aufgefiihrten pharmazeutischen Zubereitungen konnen auBer de erfindungs- 
gemafien Verbindung der Formel (I) auch weitere pharmazeutische WirkstofFe 
enthalten. 

Im allgemeinen hat es sich sowohl in der Human- als auch in der Veterinarmedizin als 
10 vorteilhaft erwiesen, den oder die erfindungsgemafien Wirkstoffe in Gesamtmengen 
von etwa 0,5 bis etwa 500, vorzugsweise 5 bis 100 mg/kg Korpergewicht je 24 
Stunden, gegebenenfalls in Form mehrerer Einzelgaben, zur Erzielung der 
gewunschten Ergebnisse zu verabreichen. Eine Einzelgabe enthalt den oder die 
erfindungsgemSflen Wirkstoffe vorzugsweise in Mengen von etwa 1 bis etwa 80, 
15 insbesondere 3 bis 30 mg/kg Korpergewicht. 

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend anhand von nicht einschrankenden 
bevorzugten Beispielen nSher dargestellt. Soweit nicht anderweitig angegeben, 
beziehen sich alle Mengenangaben auf Gewichtsprozente. 



20 



WO 00/065671 



-18- 



PCT/EP99/05071 



Beispiele 

AbkQrzungen: 

Raumtemperatur 
Essigsaureethylester 
m-Chlorperoxybenzoesaure 

n-Butylacetat/n-Butanol/Eisessig/Phosphatpuffer pH 6 
(50:9:25.15; org. Phase) 



RT: 
EE: 

MCPBA: 
BABA: 



Laufmittel fur die Dunnschichtchromatographie: 

Tl El : Toluol - Essigsaureethylester (1:1) 

Tl EtOHl: Toluol -Methanol (1:1) 

CI El: Cyclohexan- Essigsaureethylester (1:1) 

C 1 E2: Cyclohexan - Essigsaureethylester (1 :2) 

Ausgangsverbindungen 

Beispiel 1A 

3-Dimethylamino-2-ethylacrylonitril 

CN 




100 ml (84,4 g; 0,48 mol) Bis(dimethylamino)-tert.butoxymethan und 180 ml (2,07 
mol, 142,9 g) n-Butyronitril werden im offenen Kolben bei 100°C 48 h lang geriihrt. 
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AnschlieBend wird im Vakuum eingedampft und der Ruckstand im Hochvakuum 
destilliert. Man erhalt 42,7 g (71% d.Th.) der Titelverbindung. 

Kp 0 .o M .o93 = 53-46°C 

5 

Beispiel 2 A 

5- Amino- 1 -(2-fluorbenzyl)- 1 H-pyrazol-3-carbonsaureethylester 




100 g (0.613 mol) Natriumsalz des Cyanobrenztraubensaureethy testers (Darstellung 
analog Borsche und Manteuffel, Liebigs Ann. 1934, 512, 97) werden unter gutem 
Riihren unter Argon in 2.5 1 Dioxan bei Raumtemperatur mit 1 1 1.75 g (75 ml, 0.98 
15 mol) Trifluoressigsaure versetzt und 10 min geriihrt, wobei ein grofler Teil des 
Eduktes in Losung geht. Dann gibt man 85.93 g (0.613 mol) 2-Fluorbenzylhydrazin 
hinzu und kocht uber Nacht. Nach AbkOhlen werden die ausgefallenen Kristalle des 
Natriumtrifluoracetats abgesaugt, mit Dioxan gewaschen und die L6sung roh weiter 
umgesetzt. 
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Beispiel 3A 



l-(2-Fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-carbonsaureethylester 



5 




Die Ldsung aus Beispiel 2A wird mit 61.25 ml (60.77 g, 0.613 mol) 
Dimethylaminoacrolein und 56.28 ml (83.88 g, 0.736 mol) Trifluoressigsaure 
versetzt und unter Argon 3 Tage lang gekocht. Anschliefiend wird das Losungsmittel 
im Vakuum verdampft, der Riickstand in 2 1 Wasser gegeben und dreimal mit je 1 1 
10 Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 
Magnesiumsulfat getrocknet und einrotiert. Man chromatographiert auf 2.5 kg 
Kieselgel und eluiert mit einem Toluol / Toluol-Essigester = 4:1 -Gradienten. 
Ausbeute: 91.6 g (49.9 % d.Th. iiber zwei Stufen). 

15 Smp. 85 °C 

Rf (Si0 2 , T1E1): 0.83 
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Beispiel 4A 



1 -(2-Fluorbenzyl)- 1 H-pyraz»lo[3,4-b]pyridin-3-carboxamid 




O 



NH 2 



5 



10.18 g (34 mmol) des Esters aus Beispiel 3 A werden in 150 ml mit Amrnoniak bei 0 
- 10°C gesattigtem Methanol vorgelegt. Man riihrt zwei Tage bei Raumtemperatur 
und engt anschlieBend im Vakuum ein. 

10 

Rf(Si0 2 ,TlEl): 0.33 
Beispiel 5A 

15 

3-Cyano- l-(2-fluorbenzyl)-l H-pyrazolo[3,4-b]pyridin 
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36.1 g (133 mmol) l-(2-Fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3^ aus 
Beispiel 4A werden in 330 ml THF gelost und mit 27 g (341 mmol) Pyridin versetzt. 
AnschlieBend gibt man innerhalb von 10 min 47.76 ml (71.66 g, 341 mmol) 
Trifluoressigsaureanhydrid hinzu, wobei die Temperatur bis auf 40 °C ansteigt. Man 
riihrt uber Nacht bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird der Ansatz in 11 Wasser 
gegeben und dreimal mit je 0.5 1 Essigester extrahiert. Die organische Phase wird mit 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und mit 1 N HC1 gewaschen, mit 
MgS04 getrocknet und einrotiert. 

Ausbeute: 33.7 g (100% d.Th.) 

Smp:81°C 

Rf(Si0 2> T1E1): 0.74 

Beispiel 6A 

(2-Fluorbenzyl)- 1 H-pyra^ 



Man lost 30.37 g (562 mmol) Natriummethylat in 1.5 1 Methanol und gibt 36.45 g 
(144.5 mmol) 3-Cyano-l-(2-fluorbenzyl>lH-pyrazolo[3 ? 4-b]pyridin aus Beispiel 
5A hinzu. Man ruhrt 2 Stunden bei Raumtemperatur und setzt die erhaltene Losung 
direkt fur die nachste Stufe ein. 
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Beispiel 7A 

1 -(2-Fluorbenzy 1) 1 H-pyrazolo[3 ,4-b]pyridin-3 -carboxamidin 




Obige Losung von (2-Fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3 s 4-b]pyridin-3-carboximidsaure- 
methylester in Methanol aus Beispiel 6A wird mit 33.76 g (32.19 ml, 562 mmol) 
Eisessig und 9.28 g (173 mmol) Ammoniumchlorid versetzt und uber Nacht unter 
RuckfluB geriihrt. Man verdampft das Losungsmittel im Vakuum, verreibt den 
Ruckstand gut mit Aceton und saugt den ausgefallenen Feststoff ab. Man gibt in 2 1 
Wasser, versetzt unter Ruhren mit 31.8 g Natriumcarbonat und extrahiert dreimal mit 
insgesamt 1 1 Essigester, trocknet die organische Phase mit Magnesiumsuifat und 
dampft im Vakuum ein. 

Ausbeute 27.5 g (76.4 % d.Th. uber zwei Stufen) 
Smp.: 86 °C 

R f (Si0 2 ,TlEtOHl): 0.08 
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Herstellungsbeispiele 
Beispiel 1 

3-(4-Amino-5-ethylpyrimidin-2-yl)-l-(2-fluorbenzyl)lH-pyrazolo[3,4-b]pyridin 



In einem Reagenzglas werden zu 8 g der Verbindung des Beispiels 7A 16 g der 
Verbindung des Beispiels 1A pipettiert. Die Mischung wird im Ultraschallbad homo- 
genisiert, evakuiert und unter gutem Schwenken in ein Olbad von 100 °C gehalten, 
wobei das Vakuum immer noch anliegt. Nach 30 sec beginnt die Mischung leicht 
aufzusprudeln, wobei das Amidin in Losung geht. Nach 1 min ist alles klar gelost 
und das Sprudeln hort auf. Man erhoht fur 15 min die Temperatur auf 125 °C und 
laBt die Reaktion noch ca. 12 h bei 100 °C ablaufen. Nach AbkOhlen wird der Ansatz 
fest. Der Ansatz wird mit etwas Toluol verruhrt, die Kristalle werden abgesaugt und 
mit Ether gewaschen. Die Mutterlauge wird einrotiert und auf Si0 2 mit Toluol- 
Essigester 1:1 chromatographiert . 

Der Ruckstand wird aus 250 ml siedendem Acetonitril umkristallisiert, der in der 
Siedehitze unlSsliche Ruckstand wird nochmals mit 100 ml siedendem Acetonitril 
behandelt und filtriert. Aus den vereinigten Filtraten kristallisieren 2.8g. Die 
Mutterlaugen werden einrotiert, der Rtickkstand mit Ether behandelt und abgesaugt. 
Man erhalt so insgesamt 4.2 g (40.6 % d.Th.) der Zielverbindung. 
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Smp.: 204 °C 
R,(Si0 2 ,TlEl): 0.2 

'H-NMR (4-DMSO, 200 MHz): d=1.15 (tf H,CffjCH,), 2.45 (q, 2H, CH 3 CH 2 ), 5.8 
(s, 2H, CH 2 (2-F-Ph), 6.95 (breites s, 2H, NH 2 ), 7.1 - 7.4 (m, 5H, 2-F-Ph, H5), 8.1 (s, 
1H, 6-pyrimidinyl), 8.64 (dd, 1H), 8.95 (dd, 1H). 
MS (DCI,NH3): 349 (100%, M+H). 
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Patentanspriichc 

1 . Verbindung der Formel (I) 




2. Verfahren zur Herstellung der Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man das Amidin der Formel (II) 



^9 

11 ,N F 




(II) 



mit dem Enamin der Formel (III) 



/A 



N 




CH, 

✓ 3 



H 3 C 



(III) 



umsetzt. 
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10 



15 



20 



3 . Arzneimittel enthaltend mindestens die Verbindung nach Anspruch 1 . 

4. Arzneimittel enthaltend mindestens die Verbindung nach Anspruch 1 in 
Kombination mit organischen Nitraten oder NO-Donatoren. 

5. Arzneimittel enthaltend mindestens die Verbindung nach Anspruch 1 in 
Kombination mit Verbindungen, die den Abbau von cyclischen 
Guanosinmonophosphat (cGMP) inhibieren. 

6. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels. 

7. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 

8. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von thromboembolischen Erkrankungen 
und/oder Ischamien. 

9. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Hypertonic. 

10. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von sexueller Dysfiinktion. 

11. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels mit antiinflammatorischen Eigenschaften. 



17. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 6 bis 11, wobei die Verbindung 
30 gemaB Anspruch 1 in Kombination mit organischen Nitraten oder 



WO 00/06567| 



-28- 



PCT/EP99/05071 " 



NO-Donatoren oder in Kombination mit Verbindungen, die den Abbau von 
cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP) inhibieren, eingesetzt wird. 

1 8. l-(2-Fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3 3 4-b]pyridin-3-carboxamidin der Formel (II) 

5 




19. Verfahren zur Herstellung der Verbindung gemaB Anspruch 18, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die Verbindung der Formel (IV) 

10 




H 2 N 



zunachst in Ethern mit Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA) und in Anwesenheit 
von Basen zu der Verbindung der Formel (V) 

15 
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umsetzt, 



anschliefiend mit Natriummethanolat die Verbindung der Formel (VI) 

5 




N ^/ N -m (VI) 



ox 



NH 

H„N x HCI 



herstellt, in einem nachsten Schritt durch Urasetzung mit NH„C1 und Eisessig 
in Alkoholen in das entsprechende Amidin HCl-Salz der Formel (VII) 



10 




OX 



(VII) 



NH 

H.N x HCI 



uberfuhrt und in einem letzten Schritt mit Basen versetzt. 
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INTERN ATIO^J^R RECHERCHENBERICHT 


Int^^^Bales Aktenzeichen 

P<PP> 99/05071 


A. KLASSIF1ZJERUNG DES ANMELDUNGbfct^fcNSl anucd ool. nn\ 

IPK 7 C07D471/04 A61K31/437 //(C07D471/04,231:00,221:00) 

Nach der Intemationaien PatentWasstf Ikalton (IPK) Oder nach der nationalen KlasaifiKation und der IPK 


B. RECHERCHIERTE GEBtETE , ., 


Recherchierter Mindeatprufstotf (Klasafflkationaaystem und Klaasifikationssymbole ) 

IPK 7 C07D A61K 


Recherchierte aDar nlcht zum Mindeatprufstoff geh6renda Verd«ertfk*ungen, aoweft diese unter dla recherchierten Geblate fallen 


Wahrend der Intemattonalen Recherche konauttlerte elektronteche Oatenbank (Name der Datenbank und evti. verwendete Suchbegriffe) 


C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN , 




Kaiegorie 0 


Bezefchhung der Verdffentlichung, soweit erforderllch unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


X 
A 


WO 98 23619 A ( BAYER AG ) 
4. Jun1 1998 (1998-06-04) 

Anspruche 1,7-10 

Be1sp1ele 16,20 


1,3 
1,3 


n wei 

1 — 1 entn 


ere Veroffentllchungen aind der Fortaetzung von Fold C zu X S,eh0 A^ng Patenttamffle 


"A' Verdffentlichung, dte den allgameinen Stand der Technlk deflnlert, Anmeldung nlcht koflidiert. sondem nur zum Veratandnia dea der 
aber nlcht ala beaondera bedeutaam anzusehen iat Erflndung zugrundellegenden Prlnzipa Oder der Ihr zugrundetiegenden 

"E" altered Ookument, daa jedoch erst am Oder nach dem intemationaien Theorie angegeben 1st 

Anmeldedatum veroffentlicht worden 1st «x" Ver6ttentltehung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 

V Verofferrttichung. die geekjnet 1st, einen Prtorltataanepruch zwelfelhaft er- kanrr alteln aufgrund ^^^^J*"? te nGU oder auf 
achelnen zu laasen. Oder durch die daa Veroffentlicrningadatum elner erf Inderlacher T&tlgkett beruhend betrachtet werden 
anderen im Rechercbenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden -y- verotfantlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
soil Oder die aua einem anderen beaonderen Grund angegeben let (wie tonn a fe auf erf Inderlacher TatJgkeit beruhend betrachtet 
ausgef uhrt) werden, wenn die Veroffenttichung mit elner oder mehreren anderen 

•O" Verfiffentflchung, die sfch auf eine mQndilche Often barung, Vertffenttichungen dieser Kategorie In Vetoir^ung gebracht wlrd und 
elne Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht dieae Verblndung tQr einen Fachmann nahellegend iat 

■p" Verdffentlichung, die vor dem Intemationaien Anmeldedatum, aber nach Ver&ffentlfcrning, die Mitglied derseiben Patentfamille Iat 

dem beanspruchten Prioritatadatum verdftentlicht worden iat 


Datum des AbschJusses der Intemationaien Recherche 

26. November 1999 


Absendedatum dea intemationaien Recherche nberlchta 

07/12/1999 


Name und Postanacbrift der Intemationaien Recherchenbehdrde 
Europafsches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRIjswljk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo ni. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtlgter Bediensteter 

Alfaro Faus, I 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



In .lationales Aktenzeichen 
PCT/EP 99/05071 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haoen (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Gemafl Artikel 1 7(2)a) wurde aus toigencten GrQnden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbencht erstellt 

1. (T] AnsprOcheNr. 7-10 

weil ste sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behfirde nicht verpflichtet ist namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 7-10 

sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschlichen/tierischen 
Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 
auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. | 1 AnsprOcheNr. 

weil sie sich auf Teile der intemationalen Anmeidung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daS eine sinnvoUe intemationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. namlich 



3. | 1 AnsprOcheNr. 

weil es sich dabei um abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangeinder einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale RecherchenbehGrde hat festgestellt, dafl dlese Internationale Anmeidung mehrere Erflndungen enthate 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbencht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2. I I Da fOr aife recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
' — 1 zusatziiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Sehorde nicht zur Zahlung etner solchen Gebuhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nureinige der erforderiichen zusatzlichen RecherchengebGhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbencht nur auf die AnsprOche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4 * CD Der Anmeld8r dl « erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbencht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist In folgenden Anspruchen er- 
faflt 



Bemerkungen hint Ichtllch ei nee Wlderepruche Die zusatzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| [ Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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